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酸化され，そこで生じた電子は電子伝達系を経て ~02 を H20 に還元する。この
過程で H+はミトコンドリアからくみ出され，その結果生じた H+の電気化学的











ユビキノン)，シトクロム Cより構成されている (Fig.2) 0呼吸基質として NADH
を用いた場合，複合体 1(NADH-CoQレダクターゼ)によりまず酸化される。
これにより生じる電子はCoQ→複合体ill(CoQー シトクロム Cレダクターゼ，



























酵素は F1FoATPaseとも呼ばれる (Fig.3) 0 







ユニットで構成されている。ミトコンドリアの Foはもう少し複雑で、あり， F6 
タンパク (5)，オリゴマイシン感受性タンパク (QSCP)(6)，サブユニット d，
f (7)， h (8)， (9)， A6L (7)などが存在する。
1997年， Nojiらは F1がγサブユニットを中心に触媒反応に伴って物理的に
回転しているところを観察することに成功した (10)。すなわち， F1FoATPase 
は地上最小のモーターである。この F1Foの回転は 1980年初期から予想されて
いた。 Boyerの交代触媒説によると， ATP合成の場合， F1の3ヶ所の触媒部位
はADPとPiを弱く結合した状態， ADP + Piあるし、はATPを強く結合した状







bと8で構成され aと関連して α-s六量体を支えた形をとっている (13，
14)。さらに lnVIVOでは F1Foが二量体として存在している可能性が指摘され























おける ATPaseインヒビターの役割の研究が始まったのである (21)0 
ATPaseインヒビターは牛心筋ミトコンドリアから単離された (19)のを契機
に，その後ラット肝 (22)，ラット骨格筋 (23)，酵母 (24，25， 26)などのさ
まざまな真核細胞ミトコンドリアから単離，精製された。分子量は約 7'"'-'12 kDa 
の小タンパクであり，酸や熱に対して比較的安定である。現在ではぷ cereV1S1ae
(27)， Candida utijis (28)，牛心筋 (29)，ラット肝 (30)のATPaseインヒ
ビターの一次構造が決定されている (Fig.4) 0 その一次構造はよく保存されて
おり， IJ甫乳動物間では約 70%，日甫乳動物と酵母では 400/0が相同である。このタ






は阻害しないが， ATP分解反応を阻害する因子であると考えられた (21)0 一方






























10 20 30 40 
Bo v i nθGSESGDNVRSSAGAVRDAGGA--FGKREQAEEERYFRARAKEQLA 
Ra t GSDSSESMDSGAGSIREAGGA--FGKREKAEEDRYFREKTREQLA 
C. utijis TAGATGATRQOGSTDAFEKREKAQEDLYIRQHEKEQLE 
S. c θrevisia θSEGSTGTPRGSGSEDSFVKRERATEDFFVRQREKEQLR 
10 20 30 
50 60 70 80 84 
Bovi刀 θ ALKKHHENEISHHAKEIERLQKEIERHKQSIKKLKQSEDDD 
R a t ALKKHHEDEIDHHSKEIERLQKQIERHKKKIKYLKNSEH 
C. u t j j j 5 A L K E S L K 




50 60 63 









発見した (36)。これらは，電気泳動による分子量の違し、から 9Kタンパク， 15K
タンパクと名づけられた (37)。この 2つのタンパクは F1のサブ、ユニットであ
る6および E とも全く違うことが証明され，決定されたアミノ酸配列によって
も区別されることが判明した (38)0ATPaseインヒビターと 9Kおよび 15Kタ
ンパクのアミノ酸配列は相向性が高い (39，40) 0特に酵母のATPaseインヒビ
ターと 9Kタンパクはともに 63アミノ酸残基からなり，そのうち 31残基が相
同であり，二次構造も非常によく似ている (41)0また 15Kタンパクとも C末
端領域で特に相向性が高い (Fig.5) 0 ATPaseインヒビターと 9Kおよび 15K
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1.4X10・5Mである (43)0 15Kタンパクは F1FoATPaseに結合するが阻害活性


























Sorgato， M.C. et al. Biochem. J. 188， 945-948 (1980) 
1 3 
って発表されている (45)0 これによると，電子伝達系で産生された H+が膜外
へ輸送されず，膜内で局在化しており，これが直接 ATP合成に関わるとしづ。
この説は，プロトン局在化説 (protonlocalized theoη) として知られている
(Fig. 6) 0 また， ATP合成が膜ポテンシャルとは関係なく呼吸速度によって直
接調節されているという (A) (8) 
研究もなされている (46)0 























る (21，32， 33， 47) 0 それゆえ，このことをそのまま受け入れるならばATPase
インヒビターが酸化的リン酸化中(これを state3状態という)，活動型 F1Fo
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これらの酵母は，グルコース培地 (1% Yeast extract， 1 % Polypepton， 1 % 
Dextrose) ，乳酸培地 (1% Yeast extract， 1 % Polypepton， 2% Lactate-Na， pH 







ソルビトール溶液 (pH7.4)に分散し， Lowη らの方法 (52)でタンパク定量






Table n 各種酵母ミトコンドリアのATP合成.P/O. RCR値比較
A TP synthesis P/O RCR 
μmol/min/mg prot. 
Wild-type 0.61 :t0.19 (n=9) 1.18:tO.13 (n:=9) 3.79:t 1.04 (n=7) 
T1 0.60:t0.05 (n=8) 1.16:t0.08 (n:=9) 2.53:t0.26 (n=8) 
026 0.53:t0.04 (n=2) 1 .20:t 0.03 (n:=2) 3.48:tO.48 (n=2) 
905-1 0.46 1.50 3.32 
リアの酸化的リン酸化への影響を調べる目的で， AT'P合成活性 P/O比および
RCRを測定し， Table nに示した。 P/O比とは， リン酸化の効率を示すもので
あり， state 3中に消費された ADP(合成されたA'rp)の分子数と，この間に
消費された酸素の原子数との比として計算される。 RCR(respiration control 
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Fig.8酸素電極装置の模式図 (A) と呼吸速度測定の記録トレースの例 (B). 
(8) :反応液 (0.6M マニトール. 50 mM MOPS (pH 6.5)， 5 mM K-Pi (pH 6.5). 0.1 % BSA)中ヘt ①ミト
コンドリア 60μ1(10 mg/ml)添加。(イ)は内部呼吸。②コハク酸を 10mMになるよう添加。③④で ADPを













Aゅ=(RT/F) ln (Ce/Ci) 

























ーが F1Foから解離し， ATP合成に参加する F1Fo量が増える。そのため， H+ 
のミトコンドリア内部への流入も増えて膜ポテンシヤノレは一定に保たれるO 逆
に呼吸量が減少した場合， H+のミトコンドリア外部への輸送能がおち，膜ポテ
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膜ポテンシャル Cstate3). .:呼吸速度 0:ATP合成活性 d :
膜ポテンシャル.
2 3 

















し， F1Foへの結合，解離を行って ATP合成型 F1Fo量を調節するとしづ仮定









保たれた。また膜ポテンシャルも 160'"170 m Vを維持した。この結果は，
ATPaseインヒビターがATP合成には全く関与していないことを示すと同時に，
そのATP合成の調節が F1Fo自身の働きによるものであることを示唆する。す
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Fig. 11. TI株酵母ミトコンドリアの呼吸速度. ATP合成活性および



















コハク酸呼吸下， ADP+ Pi存在により ATPを合成しつつある state3のミト
コンドリア (Fig.9， 11参照)を，界面活性剤である 3-[(3-cholamidopropyl)-
dimethy lamino] -l-propanesulfona te (CHAPS)を用いて可溶化させた。可溶化
して得られた F1FoはATP分解酵素としての働きしか示さなくなる。このATP















より， ATPaseインヒビターは F1Foから解離し，その F1Foは最大活性 (2.9μ
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たその結合部位は F1の3サブユニットであるとの報告や (56，57)， in vivoで
の研究でαと8の界面であるとの報告 (58)がある。本研究では state3での呼






Towbinらの方法 (59)による抗 ATPaseインヒビター抗体を用いた Western
Blot法により， ATPaseインヒビターの結合量変化を観察した。
Fig. 15より，分子量66kDaと62kDaのものが抗ATPaseインヒビター抗
体と反応した。 ATPaseインヒビター自身の分子量は約 7kDaであり，この 2
つのバンドはF1のαと8サブユニットに結合したATPaseインヒビターである






























レーン 5: (O.lmM) 
レーン 6: (0.2 mM) 
レーン 7: (0.5 mM) 
レーン 8: (1.0 mM) 
レーン9: (2.0 mM) 
レーン 10: Antimycin A による呼吸阻害
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Fig. 17.種々の変異酵母ミトコンドリアFIFoのATPase活性._， y，
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Fig. 19.野生株および Tl株酵母ミトコンドリアにおける，呼吸停止
時の膜ポテンシャル変化 (ATP存在下).矢印で antimycinA (4μM) 













































































Mimuraらは以前， state 3呼吸のミトコンドリアへ脱共役剤である carbonyl
cyanide m・chlorophenylhydrazone<CCCp)を添加し，膜ポテンシャルを完全に
消失させたところ，呼吸速度は最大に活性化されたが ATPaseインヒビターは
急速に FIFoへ結合し， ATPase活性を阻害することを報告している (58)0 こ





























Table m呼吸速度の回復による膜ポテンシャルの上昇， ATPaseインヒビターの解離. Exp.1は， state 3 
呼吸. Exp.2は，マロン酸添加 (5mM)で、state3呼吸をsil害後10minで測定. Exp.3は， Antimycin A (4μ 
M)添加後10minで測定.Exp.4は， Antimycin Aを添加してから20min後， ATP (2 mM)を添加. Exp.5 
は， Antimycin Aを添加してから20min後， ADP (2 mM)，アスコルビン酸 (10mM)， TMPD (0.1 mM)を
添加.
Experiment N o. Addition 
1st 2nd 3rd 
ADP 
2 ADP Malonate 
3 Antimycin A 
4 Antimycin A ATP 
5 Antimycin A ADP Ascorbate + 
TMPD 
Respiration rate 
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トコンドリアは呼吸量に関係なく一定の膜ポテンシャル (160'"'-'170 m V)を維
持することが説明できる。さらに， F1Foは可逆的な酵素であり， ATPを分解す
ることにより膜ポテンシヤルを形成することも可能で、あるが，この回復値も 160
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